Determination of effect of added substances on erythrocyte shape within representative populations by Vehovar, Urška
UNIVERZA V LJUBLJANI 
ZDRAVSTVENA FAKULTETA 
ORTOTIKA IN PROTETIKA, 1. STOPNJA 
Urška Vehovar 
MERJENJE VPLIVA UČINKOVIN NA OBLIKO 






UNIVERZA V LJUBLJANI 
ZDRAVSTVENA FAKULTETA 
ORTOTIKA IN PROTETIKA, 1. STOPNJA 
Urška Vehovar 
MERJENJE VPLIVA UČINKOVIN NA OBLIKO 
ERITROCITOV S PRIMERJAVO 
REPREZENTATIVNIH POPULACIJ 
diplomsko delo 
DETERMINATION OF EFFECT OF ADDED 
SUBSTANCES ON ERYTHROCYTE SHAPE WITHIN 
REPRESENTATIVE POPULATIONS 
diploma thesis 
Mentorica: prof. dr. Veronika Kralj Iglič 
Recenzent: doc. dr. Gregor Gomišček 
Ljubljana, 2018  
  
ZAHVALA 
Rada bi se zahvalila prof. dr. Alešu Igliču, vodji Laboratorija za klinično biofiziko Katedre 
za ortopedijo Medicinske fakultete, ker mi je omogočil uporabo prostorov in opreme,  dr. 
Romanu Štuklju in Juditi Lei Krek, predvsem pa prof. dr. Veroniki Kralj-Iglič za vzorce 
krvi, pomoč, usmerjanje in nasvete med raziskovalnim delom in pisanjem diplomskega 
dela. Zahvaljujem se tudi prof. Aleksandru Makarenku iz Univerze v Kijevu, Ukrajina, za 
poslane vzorce, ki so bili uporabljeni v raziskavi.  
  
IZVLEČEK 
Uvod: Oblika eritrocitov je zaradi odsotnosti notranje strukture določena z lastnostmi 
eritrocitove membrane, zato se opazovanje oblike eritrocitov pogosto uporablja za 
raziskave o vplivu kemikalij na celične membrane. Najpogostejša odziva oblike  eritrocita 
na zunanje dejavnike sta ehinocitoza ali stomatocitoza. Namen: Želeli smo izdelati 
metodo, s katero bi na osnovi spremembe oblike in števila eritrocitov primerjali vpliv 
učinkovin na celične membrane. Kot primer smo uporabili tri učinkovine, pridobljene s 
kromatografijo na gelu iz krvi bolnika z Alzheimerjevo boleznijo (označen s številko 1) in 
dveh zdravih darovalcev (34 in 39).  Metode dela: Suspenziji eritrocitov smo dodajali 
učinkovine in vzorce opazovali pod optičnim mikroskopom takoj po dodatku učinkovine, 
po eni uri in po 24 urah. Med opazovanjem smo naredili vrsto slik vsakega vzorca, ki smo 
jo uporabili za analizo oblik in števila celic. Ločili smo stomatocitno, diskocitno, 
ehinocitno in sferocitno obliko eritrocitov. Vzorce smo primerjali z metodami deskriptivne 
statistike. Rezultati: V sveži krvi kontrolnih vzorcev so v začetku večinoma diskociti, 
kasneje pa pride do spontane ehinocitoze in po enem dnevu tudi do hemolize. V vzorcih z 
dodanima učinkovinama 34 in 39 je bil ta proces hitrejši kot v kontrolnih vzorcih, nastajali 
so tudi sferociti. Proces je v vzorcu z dodano učinkovino 39 potekal najhitreje. V vzorcih z 
učinkovino 1 so se diskociti ohranili v največji meri. Po številu celic na sliko se vzorec 34 
ni razlikoval od kontrole, vzorec 39 je vseboval manj celic od nje, vzorec 1 pa več. Pri 
vzorcih z učinkovino 1 je prišlo do sprijemanja celic v skupke. Razprava in sklep: 
Analiza oblik je pokazala, da lahko ločimo vplive različnih učinkovin na eritrocite od 
kontrolnih vzorcev in tudi med seboj. Učinkovina pridobljena iz krvi bolnika z 
Alzheimerjevo boleznijo v fazi remisije je najbolj zavrla spontani potek ehinocitoze v 
vzorcih. Ugotovili smo tudi nekatere slabosti metode, predvsem pri pripravi opazovalnih 
komor.  




Introduction: Due to the absence of internal structure, the shape of erythrocytes is 
determined by erythrocyte membrane properties, therefore, the observation of the 
erythrocyte form is often used to investigate the effect of chemicals on cell membranes. 
The most common erythrocyte membrane responses to external factors are echinocytosis 
and stomatocytosis. Purpose: We wanted to create a method by which, on the basis of a 
change in the shape and number of erythrocytes, the effect of the substances on the cell 
membranes would be compared. As an example, three substances derived from the blood 
of the patient with Alzheimer's disease (labeled by number 1) and two healthy donors (34 
and 39) were used. Methods: The substances were added to the erythrocyte suspension 
and the samples were observed under the optical microscope immediately after the addition 
of the substance, after one hour and 24 hours. During the observation we made a series of 
images of each sample that was used to analyze the shape and number of cells. We 
separated the stomatocytic, discocytic, echinocytic and spherical form of erythrocytes. 
Samples were compared with descriptive statistics. The results: In the fresh blood of 
control samples, they are mostly discocytes, later it comes to spontaneous echinocytosis 
and after one day, even hemolysis. In the samples with added substances 34 and 39, this 
process was faster than in control samples, and spherocytes were also formed. The process 
was the fastest in the sample with the added substance 39. In samples with substance 1, the 
discocytes were longest preserved. According to the number of cells per picture, the 
sample 34 did not differ from the control, the sample 39 contained fewer cells than it, and 
the sample 1 more. In the samples with substance 1, the cells were joining in aggregates. 
Discussion and conclusion: The analysis of the forms has shown that the effects of 
various substances on erythrocytes can be distinguished from the control samples as well 
as among themselves. The substance obtained from the blood of a patient with Alzheimer's 
disease in the remission phase had the greatest effect on the spontaneous course of 
echinocytosis in the samples. We also found some weaknesses in the method, especially in 
the preparation of observation chambers. 
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Eritrociti so najbolj številne krvne celice, saj predstavljajo okoli 95% vseh krvnih celic v 
človeškem telesu (Martinčič, 2010). Dobro znana vitalno pomembna funkcija eritrocitov je 
prenašanje kisika in ogljikovega dioksida po telesu. Na kratko povzamemo ta mehanizem: 
Eritrociti v pljučih sprejmejo molekule vdihnjenega kisika. Ta se v eritrocitih veže na 
hemoglobin. Eritrociti kisik s krvnim tokom prenesejo do tkiv, kjer se kisik odpusti s 
hemoglobina, saj se raje veže na mioglobin, ki ima večjo afiniteto zanj. Obenem v tkivih v 
kri in v eritrocite vstopa ogljikov dioksid. S krvnim tokom se ogljikov dioksid prenese 
nazaj v pljuča, od koder se izloči z izdihom (Silva et al., 2010; Bajrović, 2002).  
Poleg te imajo eritrociti še druge pomembne funkcije. V zadnjem času izstopa pomen 
medcelične komunikacije, ki jo prenašajo celični mikrovezikli. Mikrovezikli so zelo 
majhni fragmenti celic, ki so obdani s celično membrano. Dolgo so bili zaradi svoje 
majhnosti in krhkosti spregledani, nove tehnologije (mikroskopija, pretočna citometrija in 
druge) pa so omogočile njihovo opazovanje in pripomogle k spoznanju da sodelujejo pri 
temeljnih fizioloških in patofizioloških procesih v celici (Yanez-Mo et al., 2015). 
Predlagani so bili štirje temeljni mehanizmi nastanka mikroveziklov: brstenje celične 
membrane navzven v zunanjo raztopino, brstenje celične membrane navznoter v endosome 
in sproščanje iz endosomov v zunanjo raztopino, razpad celice pri apoptozi in razpad celice 
zaradi mehanskih sil, ki delujejo tudi med pretakanjem krvi. Pri fragmentaciji celic v krvi 
je pomembno, kakšne so fizikalne lastnosti njihovih membran in s tem povezana njihova 
sestava. Mikrovezikli, ki jih celica sprosti v zunanjo raztopino, lahko več ali manj prosto 
potujejo po njej in z njo dosežejo oddaljene celice, s katerimi lahko tudi interagirajo. To 
pomeni, da jih celice gostiteljice sprejmejo vase ali pa sprejmejo le nekatere njihove 
sestavine. Ker mikrovezikli vsebujejo material in signalne molekule materinske celice, 
lahko celici gostiteljici spremenijo njeno funkcijo in biološko vlogo. Na ta način na primer 
zasevajo tumorji in se širijo vnetja ali okužbe (Yanez-Mo et al., 2015). Vezikulirajo vse 
vrste celic, tudi eritrociti.  Mikrovezikle lahko izoliramo iz telesnih tekočin, predvsem krvi, 
ki je dostopna z relativno malo invazivnim postopkom. Klinične študije so pokazale 
povišano koncentracijo mikroveziklov v izolatih iz krvi bolnikov z nekaterimi vrstami 
raka, tromboemboličnimi zapleti, vnetji, avtoimunimi boleznimi, nevrodegenerativnimi 
boleznimi in okužbami. Zaradi povezave z mikrovezikulacijo, ki vpliva na celoten 
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organizem, se izkazuje pomen lastnosti membran eritrocitov pri fizioloških in 
patofizioloških procesih (Yanez-Mo et al., 2015), kar je tudi vsebina te naloge. 
1.1 Zgradba in oblika rdečih krvnih celic 
Zreli eritrociti sesalcev nimajo jedra, organelov in notranjega citoskeleta. Tako jih lahko 
opišemo kot z membrano obkroženo citoplazmo brez notranje strukture. Relativno velik 
del prostornine (okrog 33%) (Martinčič, 2010) v njej zavzema hemoglobin, ki je ključen za 
prenos dihalnih plinov. Eritrociti nastanejo iz hematopoetskih matičnih celic in tekom 
razvoja izgubijo jedro in organele. Metabolni procesi, kot na primer tvorba ogljikove 
kisline iz     in vode ali tvorba ATP, v takem eritrocitu potekajo s pomočjo encimov. Ker 
zreli eritrociti nimajo jedra in organelov, ne morejo sami obnavljati zaloge encimov in 
beljakovin, zato je življenjska doba celice v povprečju od 80 do 120 dni (Martinčič, 2010).  
Pri eritrocitih je še posebej ugodno dejstvo, da se lastnosti njihovih membran odražajo na 
obliki celotne celice, saj eritrocit nima notranjega citoskeleta, ki bi mu določal obliko. 
Osnovni gradnik celične (tako tudi eritrocitove) membrane je fosfolipidni dvosloj, v 
katerem so vstavljene velike molekule kot so proteini in glikolipidi. Eritrocit pa ima nanjo 
z notranje strani s posebnimi proteini pripeto proteinsko mrežo, ki ji pravimo membranski 
skelet. Ker se ta skoraj povsod prilega fosfolipidni dvojni plasti, ga lahko pri biofizikalnem 
opisu obravnavamo kot tretjo plast membrane. Fosfolipidni dvosloj in citoskelet skupaj 
dajeta membrani njene elastične in pretočne lastnosti, ki vplivajo na deformacijo 
eritrocitov v toku (Etcheverry et al., 2012; Silva et al., 2010; Mohandas in Gallagher, 2007; 
Iglič, 1997). Ker ima eritrocitova membrana majhen elastični modul pri upogibanju 
(Tomaiuolo, 2014), se eritrocit s spremembo svoje oblike lahko prilagodi spremenjenim 
pogojem v okoljni raztopini. Takšna zgradba omogoča, da se oblika eritrocitov optimalno 
prilagaja ozkim kapilaram, skozi katere potujejo, kar je njihova ključna lastnost. Premer 
eritrocitov je namreč večji od premera kapilar v mikrocirkulatornem sistemu.  
Dovolj velika elastičnost in primerno osmotsko ravnovesje omogočata eritrocitom, da 
lahko prehajajo skozi kapilarni sistem. Pomembno je, da ima eritrocit pri dani prostornini 
na voljo dovolj membrane, kar je določeno z osmotskim ravnovesjem. Ker membrana 
slabo prenaša raztezanje, se pod preveliko obremenitvijo lahko raztrga, kar pomeni, da 
pride do hemolize. Spremembe v elastičnih lastnostih membrane lahko zmanjšajo 
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zmožnost pretoka skozi kapilare. To lahko vodi v zmanjšan pretok krvi in posledično 
poškodbe tkiva zaradi mikrovaskularnega zastajanja, kar se pokaže pri nekaterih boleznih 
(Moreno et al., 2011; Silva et al., 2010; Marinkovic et al., 2007).  
Ugotovili so, da na elastične lastnosti membrane vpliva sprememba temperature in 
sprememba sestave, do katere pride s staranjem celice ali pa zaradi njene interakcije z 
različnimi učinkovinami (Hagerstrand in Isomaa, 1992). Zunanje dodane učinkovine 
vplivajo tako na lastnosti membrane eritrocitov kot na osmotske lastnosti raztopine znotraj 
in zunaj celice in posledično na obliko celice (Slokar et al., 2015). Nekatera zdravila 
vplivajo tudi na zmožnost vezave in transporta kisika po krvi (Zuk et al., 2011). 
1.2 Spremembe v obliki membrane 
 
Slika 1: Pripravki iz krvi, slikani z vrstičnim elektronskim mikroskopom. A: stomatocit od 
strani (bela puščica), B: stomatocit z vrha (bela puščica), C: diskocit s strani (modra 
puščica) in z vrha (bela puščica), D: ehinociti, E: brsteči ehinociti, F: sferociti. Črtica je 
dolga 5 mikrometrov. A in D: pasja kri, B,C,D in F: človeška kri. (Vid Šuštar in sodelavci, 
neobjavljeni rezultati, z dovoljenjem avtorjev) 
Pod normalnimi pogoji in vitro imajo eritrociti obliko bikonkavnega diska – diskocita 
(Slika 1B). V povprečju imajo človeški eritrociti premer med 7,5 in 8,7µm in debelino med 
1,7 in 2,2µm (Silva et al., 2010).   
Znano je, da mnogi zunanji dejavniki lahko vplivajo na membrano eritrocita in posledično 
njegovo obliko. Najbolj pogosto opažena odziva eritrocitov na spremembe v okolici sta 
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sprememba diskocita v stomatocit, ki ima konkavno obliko skodelice (Slika 1A,B) ali pa v 
ehinocit (ježek) (Slika 1D).  
Če je eritrocit izpostavljen ehinocitičnemu dejavniku, se membrana guba navzven (Slika 1 
E). Oblikujejo se  izrastki (Slika 1E,F). Če izpostavljenost traja, izrastki postajajo manjši in 
številčnejši in celice se sčasoma ireverzibilno deformirajo. Membranski skelet odstopi od 
membrane, izrastki brez membranskega skeleta pa se odcepijo in iz njih se tvorijo  
ekstracelularni mikrovezikli. Nastala oblika celice ima zmanjšano površino in volumen in 
je bolj ali manj sferična (sferoehinociti) (Slika 1F). Tako spremembo oblike lahko 
povzročijo: 
 anionske in nevtralne amfipatične spojine (Rudenko, 2010), 
 povišana koncentracija soli v zunanji raztopini - hipertonično okolje (Rudenko, 
2010), 
 povišana koncentracija holesterola v okolju (Rudenko, 2010), 
 visok pH v okolici celice (Rudenko, 2010; Yao et al., 2003),  
 bližina steklene površine, ki vpliva na eritrocite zaradi višjega pH (Rudenko, 2010; 
Wong, 2005), 
  izčrpavanje vsebnosti  ATP, ki je pomemben za vzdrževanje diskocitne oblike 
(Rudenko, 2010; Silva et al., 2010). 
Če je eritrocit izpostavljen stomatocitičnemu dejavniku, se membrana guba navznoter 
(Slika 1A,B). Tvori se konkavna vboklina. Lahko pa plazemska membrana brsti tudi 
navznoter in nastane večje število vboklin. Vihanje membrane navznoter privede do 
sferostomatocita. Poskusi so pokazali da spremembo oblike iz diskocita v stomatocit 
povzročijo: 
 kationske amfipatične spojine (Rudenko, 2010),  
 nizka koncentracija soli - hipotonično okolje (Rudenko, 2010), 
 majhna vsebnost holesterola v plazmi (Rudenko, 2010), 
 nizek pH v okolici celice (Rudenko, 2010, Yao et al., 2003). 
Spremembe oblike eritrocita so lahko reverzibilne - to pomeni, da z odstranitvijo 
dejavnika, ki povzroča spremembo oblike, lahko ehinocite ali stomatocite povrnemo v 
prvotno diskocitno obliko. Transformacija iz ehinocita v stomatocit ali obratno (ob 
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spremembi dejavnika) pa poteka preko diskocitne oblike (Rudenko, 2010). Če pa pride do 
odpuščanja veziklov od membrane, so spremembe ireverzibilne.  
Kot mehanizem preoblikovanja membrane so predlagali koncept sklopljenega lipidnega 
dvosloja (ang. Bilayer couple hypothesis) (Sheetz in Singer, 1974). V skladu s tem 
konceptom so spremembe oblike eritrocita posledica raztezanja enega od slojev glede na 
drugega, zaradi vgrajevanja dodanih molekul pretežno v enega od slojev oziroma 
spremembe njihove konformacije v membrani. Zunanji in notranji sloj membrane se 
namreč po sestavi razlikujeta, po sestavi sta različni tudi raztopini znotraj in zunaj celice, 
zato se dodane molekule lahko vgradijo pretežno v zunanjo ali pretežno v notranjo plast 
(Slika 2).  
 
Slika 2: Shema koncepta sklopljenega lipidnega dvosloja. (a) Membrana diskocita (rdeča 
barva označuje zunanjo, zelena barva pa notranjo plast lipidnega dvosloja). (b) 
Membrana stomatocita. Zaradi relativnega povečanja površine notranje plasti membrane 
se membrana guba navznoter in povzroča konkavno obliko eritrocita. (c) Membrana 
ehinocita. Zaradi relativnega povečanja zunanje plasti membrane se ta guba navzven. 
Naježena oblika eritrocita je posledica gubanja membrane navzven in strižnih sil v 
membranskem skeletu. (lastni vir) 
Zaradi prisotnosti dodanih molekul se lahko spremeni tudi osmotski tlak v zunanji 
raztopini, kar prav tako privede do spremembe oblike eritrocita. Dodane molekule lahko 
tudi vplivajo na interakcije med gradniki membrane, ki je glede na sestavo lipidov 
asimetrična. Glave fosfolipidnih molekul  fosfatidilholina in  sfingomielina so sicer 
nevtralne, a imajo multipolno strukturo - tako pozitivni kot negativni naboj (Moreno et al., 
2011; Lim, 2002; Sheetz in Singer, 1974), glave molekul  fosfatidilserina, ki se večinoma 
nahaja v notranjem sloju, pa so negativno nabite (Moreno et al., 2011; Lim, 2002; Sheetz 
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in Singer, 1974). Tako notranja plast zaradi elektrostatskih sil privlači pozitivno nabite 
(kationske) molekule oziroma njihove dele, medtem ko je zunanja plast interagira z 
negativno nabitimi (anionskimi) in nevtralnimi molekulami (Moreno et al., 2011; 
Mukhopadhyay et al., 2002; Lim, 2002). Molekule, ki se vgradijo z zunanjo plast in jo s 
tem razširijo, povzročijo spremembo oblike iz diskocita v ehinocit. Molekule, ki razširijo 
notranjo plast, ko se vanjo vgradijo, pa povzročijo spremembo oblike iz diskocita v 
stomatocit. Model sklopljenih plasti dobro opiše stabilno obliko stomatocita, medtem ko je 
za pojasnitev stabilne oblike ehinocita poleg relativnega raztezanja obeh plasti membrane 
potrebno upoštevati še strižne sile v membranskem skeletu (Iglič, 1997). 
Poleg diskocitov, ehinocitov in stomatocitov obstajajo tudi drugačne, precej manj pogoste 
oblike eritrocitov, kot so: 
 akantociti, ki imajo tudi izrastke, vendar manj številne, 
 fragmentirani eritrociti, ki nastanejo zaradi mehanskih poškodb celic, 
 eliptociti, ovalne oblike, 
 knizociti, ki imajo več konkavitet, 
 tarčaste celice, v obliki tarče, 
 solzasti eritrociti, v obliki solze, 
 srpasti eritrociti, v obliki srpa s špičastimi zaključki (Podgornik et al., 2013; Lim et 
al., 2002). 
Te oblike so lahko posledica različnih bolezni, če se pogosto pojavljajo v vzorcu periferne 
krvi. Če pride do hemolize, celična membrana poči in postane prehodna za vsebino 
citoplazme kot tudi za izvencelično raztopino. Počena membrana, ki se ji reče duh, lahko 
ohrani obliko celice, vendar je celica pod mikroskopom videti enako svetla kot 
zunajcelična raztopina, viden je le njen obris. 
1.3 Študije membran eritrocitov 
Ker so eritrociti sesalcev najpreprostejše celice, ker so relativno lahko dostopne, ker 
nimajo notranje strukture in ker se spremembe na področju membrane pri eritrocitih 
zrcalijo v spremembi oblike celice, so tudi med najbolj raziskanimi celicami. Eritrociti 
predstavljajo uporaben model za študij interakcij učinkovin s celičnimi membranami, saj 
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imajo njihove membrane podobne biološke, fizikalne in kemijske lastnosti kot membrane 
drugih celic (na primer aktivni in pasivni transport in produkcijo ionskih in električnih 
gradientov), da so lahko reprezentativne za plazemske membrane večine (Moreno et al., 
2011). 
Za ugotavljanje vpliva različnih zdravil na membrano eritrocita so bile uporabljene 
različne metode, kot so: 
 rentgensko sipanje na fosfolipidnem dvosloju (Suwalsky et al., 2015, 2013, 2008, 
2007; Moreno et al., 2011, 2010), s katero se oceni zmožnost učinkovine, da vpliva 
na strukturo membrane, 
 flourescenčna spektoskopija (Suwalsky et al., 2013, 2008, 2007; Moreno et al., 
2011), za določanje strukturnih lastnosti, 
 diferencialna kalorimetrija (Suwalsky et al., 2013; Moreno et al., 2011, 2010), za 
določanje vrste interakcije med učinkovino in membrano, 
 pretočna citometrija (Slokar et al., 2015), za določanje koncentracije 
ekstravezikularnih veziklov, 
 vrstična in presevna elektronska mikroskopija (Šuštar et al., 2011, Pajnič et al., 
2015, Suwalsky et al., 2015, 2013, 2008, 2007; Moreno et al., 2011, 2010), ki s 
pomočjo snopa elektronov ustvarja zelo dobro ločljivost - tudi že pod 1nm (Herres, 
2016) in tridimenzionalno ostrino. Omogoča opazovanje struktur pod veliko 
povečavo, do 500.000-kratno (Herres, 2016), 
 optična sožariščna (konfokalna) mikroskopija (Slokar et al., 2015; Suwalsky et al., 
2015; Smrkolj, 2000), ki v primerjavi z elektronskimi mikroskopi ne omogoča tako 
velikih povečav (do 2.000-kratno), je pa veliko cenejša, dostopnejša, manj 
zapletena (Herres, 2016) in omogoča opazovanje živih vzorcev. 
Celična membrana ima različno prepustnost za različne snovi. Struktura in funkcija 
membrane sta zaradi interakcij z dodanimi učinkovinami lahko spremenjeni. Učinki 
zdravil  so tako povezani s spremembami v organizaciji, fluidnosti in prepustnosti celičnih 
membran (Moreno et al., 2011). 
Dosedanje raziskave so pokazale, da so obravnavane učinkovine vplivale na obliko 
eritrocita. Zdravila, kot so na primer antioksidant Resveratrol (Suwalsky et al., 2015), 
nesteroidno protivnetno zdravilo z negativno nabito karboksilno skupino, Ibuprofen 
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(Moreno et al., 2011), negativno nabit natrijev salicilat (Smrkolj, 2000), naproxen (Moreno 
et al., 2010), acetilsalicilna kislina (aspirin) in salicilna kislina (Suwalsky et al., 2013), 
litijev karbonat (Suwalsky et al., 2007) in druga, povzročijo spremembe diskocitov v 
ehinocite. S povečanjem koncentracije učinkovine so bili učinki večji.  
Spremembo oblike v stomatocite povzroči izpostavljenost učinkovinam, kot so oksidant 
HClO (Suwalsky et al., 2015a,b), pozitivno nabit klorpromazin (Martins et al., 2012; 
Suwalsky et al., 2008) in anestetik lidokain/epinefrin (Slokar et al., 2015). 
Podobne študije vpliva učinkovin na membrane so bile izdelane tudi na umetnih 
membranah, oziroma na orjaških fosfolipidnih mehurčkih (Urbanija et al., 2007; Ambrožič 
et al., 2005, 2006). Pri tem so bili opazovani posamezni mehurčki (Ambrožič et al., 2005) 
ali pa posamezne skupine mehurčkov (Urbanija et al., 2007; Ambrožič et al., 2006). 
Metoda je bila kasneje izboljšana tako, da so bile z video analizo obravnavane velike 
populacije (nekaj tisoč) mehurčkov, za kar je bil izdelan tudi računalniški program za 
analizo slike (Zupanc et al., 2011). Vendar pa se je v okviru te analize primerjalo 
posamezne populacije z velikim številom mehurčkov, kar  pa ni omogočalo statistične 
analize mehurčkov znotraj istega vzorca. Izdelana primerjava tako ni mogla upoštevati 
fluktuacij znotraj populacije. Naslednji korak v razvoju metode za opazovanje učinka 
dodanih učinkovin na obliko celic brez notranje strukture bi bil torej konstrukcija kolektiva 
reprezentativnih sistemov, ki bi omogočali statistično analizo in primerjavo med 




Namen te raziskave je izdelati metodo za primerjavo populacij celic glede na njihovo 
število in obliko. Za reprezentativen sistem v kolektivu zajetih vzorcev smo izbrali v okvir 
kamere, povezane z mikroskopom, ujete celice primerne gostote. Namen raziskave je bil 
tudi uporabiti izdelano metodo za primerjavo vpliva treh različnih učinkovin na število in 
obliko eritrocitov. Ob poskusu smo bili slepi za identiteto učinkovin, po končani analizi pa 
smo izvedeli, da gre za vzorce, dobljene iz krvi bolnika z Alzheimerjevo boleznijo v 
remisijski fazi in iz krvi dveh zdravih oseb. Kot kontrolo smo uporabili vzorec, v katerega 
smo dodali enako količino solnice s pufrom in antikoagulantom.  
Zastavili smo hipoteze,  
1. da zajete slike predstavljajo reprezentativne populacije eritrocitov v suspenziji, 
2. da se testni vzorci po številu in obliki eritrocitov razlikujejo od kontrolnega, 




3 METODE DELA 
3.1 Učinkovine 
Vzorci so bili darilo prof. Aleksandra Makarenka iz Univerze v Kijevu, Ukrajina, s katerim 
smo se sodelavci Zdravstvene fakultete dogovorili o medsebojnem sodelovanju. Vzorce 
smo prejeli v obliki lepljivega praška, v zamašenih epruvetah na sobni temperaturi. 
Učinkovine smo označili z 1, 34 in 39. Po končani analizi smo od prof. Makarenka 
izvedeli, da so bili to izolati iz plazme bolnika z Alzheimerjevo boleznijo in dveh zdravih 
oseb, dobljeni s kromatografijo na gelu. Vzorce smo opazovali in slikali z optičnim 
mikroskopom, slike pa smo analizirali tako da smo primerjali reprezentativne populacije 
eritrocitov na slikah. 
Pred uporabo smo vzorce razredčili v 1 ml bidestilirane in deionizirane vode, da smo dobili 
motno tekočino. Vzorci, ki  so bili označeni s številkami 1, 34 in 39 so bili dobljeni iz 
plazme bolnika z Alzheimerjevo boleznijo (1) in dveh zdravih oseb (34 in 39). Vzorec 1 se 
je popolnoma raztopil, v vzorcih 34 in 39 pa so ostali koščki neraztopljene snovi (Slika 3). 
Za primerjavo smo poleg testnih opazovali tudi kontrolne vzorce, v katere smo namesto 
učinkovine dodali enako količino fosfatnega pufra s soljo in trinatrijevim citratom (PBS). 
PBS se pogosto uporablja v bioloških raziskavah za kratkoročno vzdrževanje celic zunaj 
njihovega normalnega okolja. Vzdržuje fiziološko okolje, saj ohranja osmotsko ravnovesje 




Slika 3: Vzorci, razredčeni v destilirani vodi. Vzorec 1, označen z zeleno puščico, se je 
popolnoma raztopil, ostala dva, označena z rdečima puščicama, pa le delno. (lastni vir) 
3.2 Odvzem krvi 
Vsi poskusi so bili izvedeni  v Laboratoriju za klinično biofiziko Zdravstvene fakultete in 
Katedre za ortopedijo Medicinske fakultete, v prostorih Ortopedske klinike 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Uporabili smo kri treh različnih oseb brez 
znakov bolezni (dve ženski (22 in 57 let) in en moški (33 let)). Kapljico krvi smo pridobili 
iz majhne zarezice na blazinici prsta in so s pomočjo pipete odvzeli v epruvete Eppendorf, 
napolnjene z 1 ml fosfatnega pufra s soljo in trinatrijevim citratom (PBS) z 
antikoagulantom. Kri je bila odvzeta v skladu s Helsinško deklaracijo, ki zadeva raziskave 
na ljudeh, Oviedsko konvencijo o človekovih pravicah in biomedicini in s kodeksom 
medicinske deontologije Slovenije. Študijo je odobril Komite za medicinsko etiko. 




3.3 Priprava vzorca krvi 
Kri smo nato še dodatno razredčili tako, da je imela suspenzija primerno gostoto za 
opazovanje celic (med 10 in 30 celic v opazovalnem oknu). V 1000 µl PBS smo dodali 
toliko suspenzije eritrocitov, da je imela nastala tekočina barvo redkega malinovca 
(približno eno kapljico). Pri tem smo pazili, da smo z eritrociti ravnali nežno. 
3.4 Priprava mikroskopskih preparatov 
Štiri opazovalne komore smo izdelali  iz objektnih in krovnih stekelc, z uporabo silikonske 
masti. Na objektno stekelce smo iz plastične brizge iztisnili sled silikonske masti v obliki 
pravokotnika, pri čemer smo pazili, da je bila sled neprekinjena in kolikor mogoče 
enakomerna. Neenakomernosti in prekinitve sledi namreč lahko povzročijo iztekanje 
vzorca in hlapenje vode iz komore. V vsako komoro smo s pipeto odmerili po 45 µl 
suspenzije eritrocitov in 10 µl vzorca (oz. slanice s fosfatom in antikoagulantom za 
kontrolo) in jo pokrili s krovnim stekelcem, tako, da je silikonska mast zaprla komoro. 
Pazili smo, da suspenzije nismo preveč stisnili, da se eritrociti ne bi približali steklu.  
3.5 Opazovanje eritrocitov 
Za opazovanje eritrocitov smo uporabili optični mikroskop Leica Aristoplan (Leitz, 
Wetzlar, Germany), povezan s kamero Watec (Model: 902DM3S, Watec Inc., ZDA), ki 
prenaša sliko na računalnik v program Pinnacle Studio HD (verzija 15.0.0.7593, Avid 
Technology Inc., ZDA). Uporabili smo 63-kratno povečavo. Pri vsakem slikanju smo 
naredili 50 slik, ki smo jih spravili za kasnejšo analizo. 
Slikali smo takoj po dodatku učinkovine takoj (t = 0), po eni uri (t = 1h) in naslednji dan (t 
= 24h). Celotno opazovanje smo po pilotni študiji še trikrat ponovili.  
Med seboj smo ločili sledeče oblike eritrocitov, ki so prikazane na Sliki 4: 
 diskociti; normalna oblika bikonkavnega diska, 
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 rožičaste celice; diskociti, ki so že začeli spreminjati obliko in formirati izrastke, 
vendar še niso popolnoma ehinocitični (vmesna oblika med diskociti in ehinociti v 
obliki rožic), 
 ehinociti; naježene celice, 
 sferociti; okrogle oblike, 
 stomatociti; vbočene oblike, v obliki črke C, 
 eliptociti; v obliki elipse, 
 duhovi; obrisi eritrocitov, ki so počili. 
Ehinosferocite smo šteli pod ehinocite, saj je meja med enimi in drugimi nerazločna. 
 
Slika 4: Oblike celic, ki so se pojavljale v vzorcih. (lastni vir) 
3.6 Izvajanje poskusov 
Najprej smo naredili pilotsko študijo (serija 1), kasneje pa še tri serije poskusov. V vsaki 
seriji smo naredili nekaj testnih vzorcev in po enega z dodano vsako učinkovino posebej. 
Pilotska Serija 1 je bila namenjena testiranju, koliko suspenzije eritrocitov in koliko 
raztopljene učinkovine (oz. PBS) potrebujemo za izdelavo enega vzorca, ter spoznavanju s  
programsko opremo za opazovanje vzorcev. Vzeli smo 50 µl suspenzije eritrocitov in 10 µl 
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raztopljene učinkovine (oz. pufra), vendar smo že takoj opazili, da je zaradi prevelike 
količine tekočin vzorec stekel iz silikonskega okvirčka. Zato smo pripravili nove vzorce iz 
45 µl suspenzije eritrocitov in 10 µl raztopljene učinkovine (oz. PBS). Po poskusu smo 
ugotovili, da so bile za analizo uporabne le slike, ki smo jih posneli takoj (t = 0), ostale so 
bile zaradi pomanjkanja izkušenj z uporabo opreme slabe kvalitete. Ker z njih nismo mogli 
razbrati oblike celic smo jih zavrgli.  
V seriji 2 smo ponovili poskus, kjer smo na 45 µl eritrocitov dodali 10 µl raztopljene 
učinkovine (oz. PBS), vendar smo ugotovili, da je čez nekaj ur tekočina ponovno uhajala iz 
silikonskih okvirčkov. 
V seriji 3 smo zmanjšali količino suspenzije eritrocitov na 35 µl, dodali smo 10 µl 
kemikalije (oz. PBS). Da eritrociti ne bi bili v prevelikem stiku z objektnim steklom, ki je 
eden izmed možnih razlogov naježenja, smo pred vstavitvijo suspenzije eritrocitov v 
opazovalno komoro najprej omočili steklo s PBS, potem dodali suspenzijo eritrocitov in 
potem vzorec.  
V seriji 4 smo odmerili 35 µl suspenzije eritrocitov in 10 µl vzorca (oz. pufra), poleg 
objektnega stekelca pa smo pred tem s PBS omočili tudi krovno stekelce.  
3.7 Analiza slik 
Za analizo slik smo uporabili program CorelDRAW X7 (verzija 17.1.0.572, Corel 
Corporation, Canada), v katerem smo naredili kolaže vseh slik istega preparata in program 
PhotoFiltre 7 (verzija 7.1.2, Antonio Da Cruz, Francija), v katerem smo s pomočjo grafične 
tablice Intuos Pen Tablet (Wacom, Japonska) prešteli različne vrste celic, ki so se pojavile 
na posameznih slikah. Podatke smo sproti vpisovali v tabelo (Microsoft Excel 2007, vezija 
12.0.6765.5000, Microsoft Office, ZDA).  
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3.8 Statistične metode 
Izračunali smo povprečno število posameznih oblik celic na sliko, povprečno število vseh 
celic na sliko in ustrezne standardne deviacije za vse vzorce ob različnih časih. Naredili 
smo primerjavo posameznih vzorcev ob različnih časih (t = 0 , t = 1h in t = 24h). 
Za ugotavljanje razlik v povprečnem številu celic med dvema populacijama smo uporabili 
funkcijo dvorepega t-testa z enako varianco v programu Microsoft Excel. Ta test poleg 
povprečnih vrednosti dveh vzorcev upošteva tudi razpršenost podatkov v posameznem 
vzorcu. 
 
Slika 5: Različna razpršenost podatkov pri enaki aritmetični sredini. (lastni vir) 
Na Sliki 5 vidimo različne variance podatkov pri enaki aritmetični sredini. Na zgornji sliki 
(Slika 5, Graf 1), kjer je razpršenost velika, imata površini pod krivuljama veliko več 
skupnih vrednosti (vrednosti, kjer se prekrivata) in sta si zato med seboj statistično bolj 
podobna kot rumena in rdeča površina pod krivuljama na spodnji sliki (Slika 5, Graf 2), 
kjer je razpršenost manjša in je zato število skupnih vrednosti, kjer se grafa prekrivata, 
manjše. Zato sta si populaciji, ki ju ponazarjata krivulji na Grafu 2 med seboj manj 
podobni kot populaciji, ki ju ponazarjata krivulji na Grafu 1 in med njima velja statistično 
večja razlika pri enakih aritmetičnih sredinah (Trochim, 2006).  
16 
 
Za izračun t-vrednosti potrebujemo: 
 nabor podatkov enega in drugega vzorca - v tem primeru števila vseh celic na vseh 
posameznih slikah enega vzorca ob nekem času. 
 število repov; enorepi test se uporablja, če so odstopanja od povprečja le v eno 
smer, dvorepi pa, če so možna v obe smeri. 
 vrsto t-test preizkusa - v našem primeru dvovzorčni test z enako varianco. 
Kadar je rezultat t-testa verjetnost, ki je večja kot 0,05, razlika v številu celic med 
vzorcema ni statistično pomembna. Kadar pa je rezultat manjši kot 0,05, moramo še 
preveriti, ali je razlika dovolj velika, da lahko rečemo, da ni le naključna - ali ima dovolj 
veliko statistično moč. Statistična moč je verjetnost, da bo test zaznal razliko med 
vzorcema, če ta obstaja, in je dobro, da je čim večja, kar je odvisno od velikosti vzorca 
(Stare, 2007). Za ugotavljanje razlik v številu celic smo uporabili dvorepi t-test z enako 
varianco. Verjetnosti (p) pod 0,05 smo vzeli kot statistično pomembne. Statistično moč 
razlik smo izračunali s programom na spletni strani 
https://www.dssresearch.com/knowledgecenter/toolkitcalculators/statisticalpowercalcul
ators.aspx. Statistično moč (P) nad 0,8 pri  = 0,05 smo vzeli kot  zadostno. V kalkulator 
statistične moči (average, 2 samples, two-tails test), smo vnesli povprečje, velikost vzorca 
(št. slik) in standardno deviacijo obeh vzorcev, ter določili vrednost parametra  =0,05, kar 
pomeni, da lahko petkrat v sto primerih najdemo statistično pomembno razliko med 
vzorcema, tudi če je ni (Trocim, 2006). Če je statistična moč t-testa večja od 0,8 (80%), je 





4.1 Vpliv učinkovin na obliko eritrocitov 
 
Slika 6: Primerjava slik vzorcev ob času t = 0.  (lastni vir) 
 
Slika 7: Primerjava slik vzorcev ob času t = 1h. (lastni vir) 
 
Slika 8: Primerjava slik vzorcev ob času t = 24h. (lastni vir) 
Na Sliki 6 so prikazane reprezentativne slike celic, ki smo jih zajeli s kamero ob času t = 0. 
Vidimo, da so imeli eritrociti v kontrolnem vzorcu in v vzorcu z dodano učinkovino 1 
večinoma diskocitno obliko medtem ko so bili eritrociti v vzorcih z dodanima 
učinkovinama 34 in 39 naježeni.  
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Po eni uri (t = 1h) so bile v kontrolnem vzorcu celice v veliki večini naježene, le nekaj 
celic je bilo diskocitne ali rožičaste oblike (Slika 7). V vzorcu z dodano učinkovino 1 je 
bilo še vedno veliko diskocitov, v vzorcih z vzorcih z dodanima učinkovinama 34 in 39 pa 
so bili večinoma ehinociti oz. sferoehinociti, v nekaterih predelih pa tudi sferociti.  
Ob času t = 24h so bili v vseh vzorcih večinoma ehinociti, ki so postajali sferični. Največ 
sferocitov je bilo opaziti v vzorcih z dodanima učinkovinama 39 in 34, najmanj jih je bilo 
v vzorcu z dodano učinkovino 1, kjer se je obdržalo tudi nekaj diskocitov (Slika 8). 
Tabela 1: Deleži različnih oblik celic v vzorcih s standardnimi deviacijami ob časih t = 0, t 
= 1h in t = 24h. (lastni vir) 
 
kontrola vzorec 1 
 
t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
Diskociti 42(±42)% 3(±10)% 0(±1)% 43(±39)% 31(±29)% 4(±5)% 
Rožičasti 33(±24)% 8(±13)% 0(±1)% 32(±15)% 27(±15)% 4(±5)% 
Ehinociti 24(±30)% 89(±51)% 96(±47)% 24(±31)% 39(±49)% 89(±45)% 
Sferociti 0(±0)% 1(±3)% 3(±8)% 0(±0)% 2(±3)% 3(±5)% 
stomatociti 0(±2)% 0(±0)% 0(±0)% 1(±2)% 0(±0)% 0(±0)% 
eliptociti 0(±2)% 0(±0)% 0(±0)% 0(±0)% 0(±2)% 0(±0)% 
duhovi 0(±0)% 0(±1)% 0(±1)% 1(±5)% 0(±2)% 1(±3)% 
 
vzorec 34 vzorec 39 
 
t=0 t=1h t=0 t=1h t=0 t=1h 
Diskociti 5(±14)% 0(±1)% 0(±0)% 2(±12)% 0(±2)% 0(±0)% 
Rožičasti 7(±16)% 0(±0)% 0(±0)% 5(±20)% 0(±0)% 0(±0)% 
Ehinociti 86(±48)% 99(±54)% 90(±55)% 89(±48)% 72(±51)% 76(±54)% 
Sferociti 0(±0)% 1(±5)% 10(±21)% 0(±0)% 27(±52)% 24(±35)% 
stomatociti 3(±10)% 0(±0)% 0(±0)% 4(±14)% 0(±0)% 0(±0)% 
eliptociti 0(±1)% 0(±0)% 0(±0)% 0(±1)% 0(±0)% 0(±0)% 
duhovi 0(±0)% 0(±1)% 0(±1)% 0(±1)% 0(±2)% 0(±2)% 
Rezultati štetja različnih oblik celic, prikazani v Tabeli 1 in Sliki 9,  kažejo podobno sliko. 
Na začetku (ob času t = 0) so bili v kontrolnih vzorcih večinoma diskociti in rožičaste 
oblike, manj je bilo ehinocitov. V vzorcih z učinkovino 1 so bili rezultati zelo podobni 
kontrolnim vzorcem. V seriji 2 in 3 je bilo v vzorcih 1 celo več diskocitov kot v kontrolnih 
vzorcih, v seriji 4 pa je bila slika vzorca z dodano učinkovino 1 podobna kot pri kontrolnih 
vzorcih, že v začetku več ehinocitov. V vzorcih z dodanima učinkovinama 34 in 39 je bila 
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že takoj večina celic ehinocitov, nekaj manj rožičastih oblik in le nekaj diskocitov. V vseh 
vzorcih smo našli tudi posamezne druge oblike celic (stomatocite, eliptocite, duhove). 
Vidimo, da se je v vseh vzorcih delež diskocitov zmanjševal s časom, na račun deleža 
ehinocitov, vendar je bil ta proces hitrejši in bolj učinkovit v vzorcih z učinkovinama 34 in 
39 kot v kontrolnih vzorcih (Tabela 1, Slika 9). V vzorcih z učinkovino 1 pa je bil proces 
počasnejši in ohranilo se je več diskocitov kot v kontrolnih vzorcih.  
 


































































4.2 Statistična veljavnost razlik glede na obliko celic 
Tabela 2: T-vrednosti (p) in statistična moč (P) določene vrste celic znotraj istih vzorcev 
ob različnem času. Z rdečo so označene vrednosti, za katere velja p<0,05 in P>0,8, kar 
pomeni, da so razlike statistično pomembne. (lastni vir) 
 
kontrola vzorec 1 
diskociti t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
9,98×
      
1,19×
      
- 
1,57×
     
1,61×
      
t=1h 
9,98×
      
- 
2,96×
     
1,57×
     
- 
3,74×
      
t=24h 
1,19×
      
2,96×
     
- 
1,61×
      
3,74×
      
- 
rožičasti t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
1,04×
      
8,20×
       
- 
4,73×
     
1,35×
      
t=1h 
1,04×
      
- 
1,21×
      
4,73×
     
- 
3,05×
      
t=24h 
8,20×
       
1,21×
      
- 
1,35×
      
3,05×
      
- 
ehinociti t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
2,92×
      
1,65×
      
- 
6,33×
     
4,83×
      
t=1h 
2,92×
      
- 2,68×     
6,33×
     
- 
2,00×
      
t=24h 
1,65×
      
2,68×     - 
4,83×
      
2,00×
      
- 
 
vzorec 34 vzorec 39 
ehinociti t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
2,17×
     
9,76×
     
- 
1,44×
     
1,48×
     
t=1h 
2,17×
     
- 
2,55×
     
1,44×
     
- 
4,84×
     
t=24h 
9,76×
     
2,55×
     
- 
1,48×
     
4,84×
     
- 
sferociti t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
2,13×
     
2,88×
     
- 
3,52×
     
1,98×
      
t=1h 
2,13×
     
- 
1,10×
     
3,52×
     
- 
5,71×
     
t=24h 
2,88×
     
1,10×
     
- 
1,98×
      
5,71×
     
- 
Povprečne vrednosti različnih oblik celic smo s t-testom primerjali znotraj istega vzorca ob 
različnih časih (Tabela 2).V kontrolnih vzorcih se je število diskocitov in rožičastih oblik s 
časom pomembno zmanjšalo, medtem ko je število ehinocitov v prvi uri naraslo, potem pa 
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se ni več pomembno spreminjalo. Podobno se je dogajalo z vzorcem 1, kjer je število 
diskocitov in rožičastih oblik s časom padalo, število ehinocitov pa naraščalo tudi po eni 
uri. Pri vzorcih z dodanima učinkovinama 34 in 39 smo zaradi popolne odsotnosti 
diskocitov in rožičastih oblik ob času t = 1h in t = 24h primerjali števila ehinocitov in 
sferocitov. V vzorcu 34 so razlike v številu ehinocitov nepomembne, medtem ko se je 
število sferocitov povečalo. V vzorcu 39 je število ehinocitov v prvi uri nekoliko padlo na 
račun sferocitov, katerih število je naraslo, potem pa se razmerje ni več bistveno 
spreminjalo.  
4.1 Časovni potek števila eritrocitov v vzorcih 
V vzorcih 34 in v kontrolnih vzorcih je bilo v začetku približno enako število eritrocitov, v 
vzorcih 1 jih je bilo znatno več, v vzorcih 39 pa nekoliko manj (Slika 10, Tabela 3). 
Vzorec 34 je bil po številu celic ob vseh časih podoben kontrolnemu vzorcu (Tabela 4). 
Na prvi pogled se je povprečno število celic s časom zmanjšalo v vseh vzorcih, vendar pa 
t-vrednosti kažejo, da padci števila celic niso pomembni, z izjemo kontrolnih vzorcev, kjer 
je razlika v številu celic med t = 1h in t = 24h statistično pomembna (Tabela 5). Standardni 
odkloni števila celic v vzorcih znašajo okoli njihovih povprečnih vrednosti (Tabela 3). 
Tabela 3: Povprečno število celic na sliko v različnih vzorcih in standardne deviacije. 
(lastni vir) 
 
kontrola vzorec 1 vzorec 34 vzorec 39 
t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
število 
celic 
17,5 17,7 15,6 24,8 22,8 22,5 16,5 16,8 15,7 13,8 13,3 13,4 
standardna 
deviacija 




Slika 10: Časovni potek povprečnega števila celic v vzorcih v testnih vzorcih in v 
kontrolnem vzorcu. (lastni vir) 
Če primerjamo povprečno število celic v določenem vzorcu med serijami 2, 3 in 4, lahko 
opazimo, da tam, kjer smo v eni seriji naredili več kontrolnih vzorcev, njihove povprečne 
vrednosti lahko zelo variirajo (nekateri kontrolni vzorci so imeli povprečno bistveno več 
celic kot drugi). Vzorci z dodano učinkovino 1 so imeli v vseh serijah večje povprečno 
število celic, kot ostali vzorci, čeprav v seriji 3 to število ni bilo tako občutno večje kot v 
ostalih dveh serijah. 
Tabela 4: T-vrednosti (p) in statistična moč (P) števila eritrocitov med različnimi vzorci ob 
istih časih. Z rdečo so označene vrednosti, za katere velja p<0,05 in P>0,8, kar pomeni, da 





t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
vzorec 1 
8,93×
      
8,85×
     
1,64×
      
kontrola 
8,93×
      
8,85×
     
1,64×




     
3,41×
     
9,91×




      
1,78×
     
2,96×




     
8,22×
     
2,31×




      
1,55×
      
4,83×





t=0 t=1h t=24h t=0 t=1h t=24h 
kontrola 
2,70×
     
3,41×
     
9,91×
     
kontrola 
4,23×
     
8,22×
     
2,31×
     
vzorec 1 
8,89×
      
1,78×
     
2,96×
      
vzorec 1 
9,90×
      
1,55×
      
4,83×




     
5,90×
     
2,09×




     
5,90×
     
2,09×


































Tabela 5: T-vrednosti (p) in statistična moč (P) števila eritrocitov znotraj istih vzorcev ob 
različnih časih. Z rdečo so označene vrednosti, za katere velja p<0,05 in P>0,8, kar 
pomeni, da so razlike statistično pomembne. (lastni vir) 
kontrola t=0 t=1h t=24h vzorec 1 t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
7,25×
     
2,43×
     
t=0 - 
5,02×
     
4,05×
     
t=1h 
7,25×
     
- 
7,92×
     
t=1h 
5,02×
     
- 
2,93×
     
t=24h 
2,43×
     
7,92×
     
- t=24h 
4,05×
     
2,93×
     
- 
vzorec 34 t=0 t=1h t=24h 
vzorec 
39 
t=0 t=1h t=24h 
t=0 - 
7,52×
     
3,82×
     
t=0 - 
6,13×
     
7,05×
     
t=1h 
7,52×
     
- 
2,84×
     
t=1h 
6,13×
     
- 
8,98×
     
t=24h 
3,82×
     
2,84×
     
- t=24h 
7,05×
     
8,98×
     
- 
4.2 Agregacija 
Opazili smo, da so se eritrociti v nekaterih vzorcih precej sprijemali v skupke (Slika 11).  
 
Slika 11: V nekaterih vzorcih  je prišlo do sprijemanja v skupke oziroma agregacije. (lastni 
vir) 
Skupek smo definirali kot skupino treh ali več celic, ki se dotikajo. Prešteli smo število 
celic, ki se nahajajo v skupkih ter število skupkov na vsaki sliki. Iz teh podatkov smo 
izračunali, kolikšen procent vseh celic se nahaja v skupkih, koliko je povprečno število 
skupkov na eni sliki in koliko je povprečno število celic v enem skupku za vsak vzorec 
posebej (Tabela 6). 
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Tabela 6: Deleži vseh celic v skupkih, povprečno število skupkov na sliko in povprečno 
število celic v enem skupku v vzorcih. (lastni vir) 
 
kontrola vzorec 1 vzorec 34 vzorec 39 
t=
0
 delež vseh celic v skupkih 19,2% 33,7% 12,7% 11,8% 
število skupkov na sliko 1,0 2,0 0,6 0,5 




 delež vseh celic v skupkih 18,4% 35,2% 9,0% 7,6% 
število skupkov na sliko 0,9 2,0 0,6 0,3 





 delež vseh celic v skupkih 10,5% 44,4% 8,2% 7,8% 
število skupkov na sliko 0,5 1,9 0,4 0,4 
število celic na skupek 3,2 5,0 3,6 3,5 
 
Slika 12: Spreminjanje deleža celic, ki se sprijemajo v skupke glede na čas v različnih 
vzorcih. (lastni vir) 
Vidimo, da je velik delež celic v vzorcih z učinkovino 1 vključen v skupke in da se je ta 
delež s časom še povečal. V tem vzorcu najdemo veliko več skupkov na sliko v primerjavi 
z ostalimi vzorci, skupki pa prav tako vsebujejo večje število celic. V kontrolnih vzorcih je 
bilo celic v skupkih skoraj pol manj, njihov delež pa se je s časom še zmanjšal. Še manjši 
delež agregiranih celic smo našli v vzorcih z dodanima učinkovinama 34 in 39, v katerih se 


































Rezultati poskusov kažejo, da učinkovine 1, 34 in 39 vplivajo na membrane eritrocitov. V 
vseh vzorcih (tudi v kontrolnih) je prišlo do transformacije eritrocitov v ehinocite. 
Spremembe oblike so najhitreje potekle v vzorcih z učinkovinama 34 in 39. Celice so v 
opazovalni komori že v nekaj minutah postale ehinocitne, v nadaljevanju pa tudi sferične. 
Tako je bilo v vzorcu 34 ob t = 0 že 86% ehinocitov, v vzorcu 39 pa 89%.  Pri vzorcih z 
dodano učinkovino 39 je število sferocitov pomembno narastlo že ob času t = 1h na račun 
ehinocitov, medtem ko je bil pri vzorcih z učinkovino 34 ta proces kasnejši, saj se je večji 
porast sferocitov zgodil  ob času t = 24h. Največ sferocitov je nastalo v vzorcih z 
učinkovino 39 (do 27%), manj v vzorcu z učinkovino 34 (do 10%) (Slika 9). V kontrolnih 
vzorcih je bil proces spreminjanja v ehinocite počasnejši in manj učinkovit kot v vzorcih z 
učinkovinama 34 in 39. 
 Po drugi strani je učinkovina 1 v primerjavi z ostalimi vzorci ehinocitozo nekoliko 
upočasnila, ni pa je popolnoma preprečila. Po 24 urah je bila tako tudi v vzorcih 1 večina 
celic ehinocitov (89%), kljub temu pa se je, za razliko od ostalih vzorcev, ohranilo nekaj 
diskocitov (4%) in rožičastih oblik (4%). 
Pri vzorcih 1 smo opazili, da se eritrociti veliko bolj lepijo v skupke, kot v ostalih vzorcih, 
kar je potrdila tudi statistična analiza (Tabela 6). Za skupek smo določili vsaj 3 celice, ki se 
dotikajo. V vzorcu 1 se je delež takšnih celic s časom povečal iz 33,7% na 44,4%, medtem 
ko je bil v vseh ostalih vzorcih že v začetku precej manjši (naslednji po deležu celic v 
skupkih je bil kontrolni vzorec z 19,2%), s časom pa je še padel. V primerjavi s kontrolnim 
vzorcem je v vzorcu 1 res prišlo do bistveno večjega števila skupkov, v vzorcih 34 in 39, 
pa je bilo tega pojava manj kot v kontrolnem vzorcu. Skupki v vzorcu 1 so bili ob vseh 
časih povprečno večji (do povprečno 2,0 skupkov na sliko) in številnejši (do povprečno 5,0 
celic na skupek) kot pri vseh ostalih vzorcih. 
Kljub temu, da je povprečno število celic v vzorcih s časom nekoliko padlo, se je 
statistično pomemben padec v številu celic zgodil le v kontrolnem vzorcu ob času t = 24h 
(število celic je padlo iz 17,7 na 15,6 eritrocitov na sliko) (Tabela 3, Tabela 5). 
V Tabeli 3 in Tabeli 4 vidimo, da so bili vzorci z dodano učinkovino 34 po povprečnem 
številu eritrocitov na sliko (med 16,8 in 15,7) ob vseh časih podobni kontrolnemu vzorcu 
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(med 17,7 in 15,6). Vzorci z učinkovino 39 so imeli povprečno manj celic v opazovanem 
oknu kot kontrolni vzorci (med 13,8 in 13,3), vzorci z učinkovino 1 pa bistveno več (med 
24,8 in 22,8). 
Vzorca 34 in 39 odstopata od kontrole po hitrejši transformaciji v ehinocite, vzorec 1 pa po 
počasnejši in ker so bili vsi poskusi izvedeni na enak način, lahko sklepamo, da je vsako 
odstopanje od kontrolnega vzorca posledica vpliva dodane učinkovine. Učinkovini 34 in 
39 povzročata pospešeno ehinocitozo,  zato imata podobne lastnosti kot skupina učinkovin, 
ki se vgradi v zunanjo plast membrane, jo razširi in povzroča naježen izgled. Učinkovina 1 
nekoliko zavre ehinocitozo. Ker prehod iz ehinocita v stomatocit ali obratno poteka preko 
vmesne diskocitne faze (Rudenko, 2010) in ker je že v osnovi v testnem vzorcu prisotnih 
precej ehinocitov,  je učinkovina 1 verjetno v drugi skupini, ki se vgradi v notranjo plast 
membrane in povzroča stomatocitozo. Vendar pa njen vpliv ni dovolj močan, da bi ustavil 
ehinocitozo, ki jo povzročajo zunanji dejavniki, zato transformacijo celic v ehinocite le 
upočasni, prepreči pa je ne. 
Na število celic v vzorcu učinkovina 34 v primerjavi s kontrolnim vzorcem nima vpliva. 
Učinkovina 39 število celic zmanjša, učinkovina 1 pa število precej poveča (Tabela 4), kar 
je lahko tudi posledica agregacije oziroma zbiranja eritrocitov v skupke, ki je značilna za 
vzorce z dodano učinkovino 1. Če opazujemo posamezne vzorce skozi čas, opazimo rahel 
padec povprečnega števila celic (Tabela 5), vendar pa te spremembe razen v kontrolnem 
vzorcu niso statistično pomembne. 
Kar se je v raziskavi izkazalo za največjo slabost, je, da nismo bili pozorni na uhajanje 
vzorcev iz silikonskih okvirčkov med samim opazovanjem pod mikroskopom. Vzorec, ki 
je delno stekel iz okvirja, morda ne vsebuje več toliko celic kot pred tem. Zato je lahko, 
čeprav smo v vsak vzorec v isti seriji odmerili enako količino eritrocitov, število celic v 
vzorcih različno. V seriji 4 smo bili bolj pozorni na uhajanje tekočine iz okvirčka. 
Posamezni rezultati te serije kažejo pomemben padec v številu eritrocitov v kontrolnih 
vzorcih 2 in 3 ob času t = 24h, v ostalih vzorcih te serije pa ni statistično pomembnih 
razlik. Med poskusom smo si zabeležili, da je nekaj kontrolnega vzorca 2 med 
opazovanjem ob času t = 24h steklo iz opazovanega polja. Pri kontrolnem vzorcu 3 tega 
nismo opazili. V ostalih serijah na uhajanje tekočine nismo bili pozorni, zato ne moremo 
povezati statistično pomembnih padcev v številu celic z uhajanjem vzorca. Tako ne vemo, 
ali je imelo uhajanje vzorca kakšne posledice na število celic v vzorcih. 
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Tudi posedanje s pufrom razredčenih eritrocitov v epruveti je lahko nekoliko vplivalo na 
število celic v vzorcih. Vsakič pred izdelavo vzorca je bilo treba eritrocite pazljivo 
pomešati, da ne bi povzročili naježenja, saj se zelo hitro vznemirijo in spremenijo svojo 
obliko v ehinocite. Če razredčeni eritrociti niso bili vsakič enako dobro zmešani, je tudi to 
lahko razlog za razlike med vzorci v začetni fazi ob času t=0, predvsem med posameznimi 
kontrolnimi vzorci. 
Predvsem na začetku smo imeli probleme s slabimi slikami (premaknjene, meglene in 
podobno), zaradi česar večina slik v prvi (pilotni) seriji ni bila uporabna, v ostalih serijah 
pa, kljub temu da smo vsakič posneli 50 slik, nismo povsod dobili enakega števila slik, 
primernih za analizo. Tako se število slik, uporabljenih za končno analizo, giblje med 118 
in 395 slik na vzorec (do tako velike razlike je prišlo, ker smo za analizo uporabili 8 
kontrolnih vzorcev, testnih vzorcev pa vsake vrste po 3). Večji kot je vzorec, bolj natančno 
lahko določimo njegove lastnosti in večja je njegova statistična moč. Vzorci, ki smo jih 
primerjali, so imeli v veliki večini dovolj veliko statistično moč (P>0,8), vendar pa se je še 
vedno našlo nekaj posameznih primerjav (med vzorcema 34 in 39), kjer statistična moč ni 
presegla 80%. Če bi naredili še več serij poskusov z učinkovinami, bi statistično moč 
povečali.  
Poskuse bi lahko dodatno izboljšali. Idealno bi bilo, če bi bil testni vzorec ob času t=0 čim 
bolj diskocitne sestave, saj nismo dodajali nobene učinkovine, ki bi lahko vplivala na 
obliko celic. Vendar so eritrociti zelo občutljivi in se lahko naježijo zaradi številnih 
zunanjih dejavnikov. Pri odvzemu krvi smo morali paziti, da darovalec ni pod stresom, 
vzorca nismo smeli grobo mešati, segrevati in ohlajati ipd. Paziti smo morali, da nismo 
izvajali pritiska na tkivo iz katerega smo odvzemali kri, ker to lahko vpliva na celice. Tudi 
bližina stekla lahko povzroči naježenje. Preparate je dobro pripraviti čim prej po odvzemu, 
dokler so eritrociti še sveži. Ko smo preparate pripravljali z en dan staro krvjo, so bile vse 
celice že naježene. Čeprav z njimi ravnamo nežno, se eritrociti lahko kljub temu naježijo 
zaradi katerega drugega, nam neznanega vzroka, zato je pomembno, da izvedemo nekaj 
testnih poskusov, poskusimo najti vzrok in ga odpraviti. Poskus z že prej naježenimi 
eritrociti nam ne pove kaj dosti, saj je naježenje eden glavnih parametrov, ki jih 
opazujemo. Kljub temu, da smo bili pozorni na vse te dejavnike, nam je od osmih 
kontrolnih vzorcev le dvakrat uspela suspenzija eritrocitov, ki je imela ob času t = 0 več 
kot polovico celic diskocitne oblike. Bližina stekla bi lahko bil vzrok za ehinocite v 
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kontrolnih vzorcih, zato smo večkrat poskušali kapniti pufer na steklo, preden smo nanj 
kapnili še eritrocite, vendar so se ehinociti v vzorcih kljub temu pojavljali. Vseeno pa 
naježenih eritrocitov v kontrolnih vzorcih ni bilo toliko, da bi bilo nemogoče izvesti 
poskuse z učinkovinami. V prihodnosti bi morali pozornost posvetiti tudi uporabi različnih 
materialov za izdelavo opazovalne komore, saj sta tako objektno kot krovno stekelce 
narejena iz stekla, ki povzroča spremembo celic v ehinocite. Predvsem pa bi morali biti 






V okviru diplomskega dela smo izboljšali in preizkusili metodo določanja vpliva učinkovin 
na obliko eritrocitov. Uporabili smo metodo reprezentativnih populacij, v kateri smo 
izdelali sistem slik z enakim okvirjem, ki jih je bilo možno primerjati med seboj, tako smo 
lahko naredili statistično analizo in ocenili fluktuacije.  Pri tem smo ugotovili, da je metoda 
precej občutljiva in da zajete slike predstavljajo reprezentativne populacije eritrocitov v 
suspenziji, s čemer smo potrdili prvo hipotezo. 
Ugotovili smo, da se testni vzorci po številu in obliki lahko razlikujejo med seboj in od 
kontrolnih vzorcev, s čemer smo potrdili drugo in tretjo hipotezo. Testni vzorec z dodano 
učinkovino 1 se je po številu celic razlikoval od kontrolnih vzorcev in od obeh testnih 
vzorcev z dodanima učinkovinama 34 in 39 pri vseh časih opazovanja. Testni vzorec z 
dodano učinkovino 34 se je razlikoval od testnega vzorca z dodano učinkovino 39 pri dveh 
časih, medtem ko se od kontrolnih ni razlikoval. Testni vzorec z dodano učinkovino 39 se 
je razlikoval od kontrolnih vzorcev pri vseh časih.  
S statistično analizo slik, pridobljenih z opazovanjem vzorcev eritrocitov z dodanimi 
učinkovinami 1, 34 in 39, smo tako ugotovili, da vse učinkovine vplivajo na obliko 
eritrocitov. Učinkovini 34 in 39 pospešita ehinocitozo in sferocitozo eritrocitov, ravno 
obratno kot učinkovina 1, ki jo v primerjavi s kontrolnimi vzorci zavira (Tabela 1, Slika 9). 
Če primerjamo delovanje učinkovin 34 in 39, so vzorci ob času t = 0 po deležih različnih 
oblik eritrocitov enaki, kasneje pa učinkovina 39 ehinocite hitreje spreminja v sferocite. 
Ugotovili smo tudi, da je potrebno izboljšati pripravo opazovalnih komor in postopke 
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